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研究成果の概要： 
 
 単球・マクロファージ系列の細胞分化における大 Maf 群転写因子の機能解析を行った。その
結果、大 Maf 群転写因子は単球／マクロファージ系列への分化方向の決定には影響を及ぼさな
いが、マクロファージの貪食機能に必要な分子の発現や、免疫制御に必要な分子の発現を制御
していることが明らかとなった。また動脈硬化病巣の泡沫細胞の形成に必須の転写因子である
ことが解明された。 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞分化の制御機構の解明は、現代の分子
生物学研究のフロンティアを形成してきた。
血液細胞は個々の細胞が単独で機能を有す
ること、浮遊状態で細胞分化が進行すること
等の利点があり、そのため、血液細胞の分化
に伴う細胞表面抗原や遺伝子発現動態につ
いては、非常に詳細に解析されており、細胞
分化の制御機構の分子メカニズムを解析す
るには、最も有用な実験系の一つと考えられ
る。その一方で、単球・マクロファージ系列
の細胞分化は、初期の分化過程においてPU.1
が必須の転写因子であることが明らかにさ
れているが、後期の分化過程に関与する転写
因子や、近年明らかになりつつあるマクロフ
ァージのサブポプレーションの形成に関わ
る分子機構の詳細は未だに明らかになって
いない。またマクロファージは、組織内で独
自に分化することが知られており、この独特
の分化様式のために、個体での解析が必要で
あり、そのために、他の血液系の細胞の解析
と比較して、その解明が遅れていた。本研究
課題では、研究が遅れているマクロファージ
の機能的分化に注目して研究を実施した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、マウスにおける単球・マ
クロファージ系列の細胞分化・機能発現にお
ける大 Maf 群転写因子の機能解析を行うこ
とであった。大 Maf 群転写因子は、ニワトリ
由来の細胞を用いた試験管内の解析系にお
いて、単球・マクロファージ分化に必須の転
写因子であることが報告されていたが、マウ
スを含めた高等ほ乳類での単球・マクロファ
ージ分化における機能は、未だに明らかにな
っていなかった。本研究課題では、大 Maf
群転写因子の単独欠損マウス、複合欠損マウ
スを作製することにより、マウスにおける単
球・マクロファージ系列の細胞分化・機能発
現における大 Maf 群転写因子の機能の全体
像の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 大 Maf群転写因子欠損マウスにおける血
球分化の解析 
 これまでのニワトリ由来の細胞培養系を
用いた実験より、単球系細胞の分化には
MafB、c-Maf 等の大 Maf 転写因子群が必須
であることが示唆されているが、マウスでの
詳細な解析はなされていない。研究担当者ら
は、MafA、MafB、c-Maf 遺伝子欠損マウス
の作製を終了しているので、MafA、MafB、
c-Maf 欠損マウスの血液系の異常を組織解析
及びコロニーアッセイにより詳細に解析し、
単球・マクロファージ系列細胞における各因
子の発現状態・表現型を同定する。また、マ
クロファージはそれぞれの組織局所におい
て分化成熟する特性を有しており、それぞれ
の組織におけるマクロファージの分布を、そ
れぞれの欠損マウスについて明らかにする。
MafB 欠損マウスには GFP が、MafA 欠損マ
ウスについては nls-LacZ が、また c-Maf に
は LacZ が挿入されているので、それらの発
現を指標として組織マクロファージの分布
を解析する。 
 
(2) microarray による単球・マクロファージ
系列細胞における標的遺伝子の解析 
 MafB 単独欠損マウス、c-Maf 単独欠損マウ
スにおけるマクロファージ系列細胞の異常
は、まだ十分解析されておらず、標的遺伝子
の解析を行うことにより、大 Maf 群転写因子
の機能の全体像を明らかにすることが出来
ると考えられる。そこで、マウス全遺伝子に
対する microarray 解析を行い、MafB および
c-Maf の特異的な標的遺伝子を明らかにする。
同定された遺伝子についてノーザンブロッ
ト解析を行い、発現量の変化を確定する。 
 
(3) MafB+/-::c-Maf+/-重複ヘテロ欠損マウ
スの解析 
 これまでの研究で、MafB および c-Maf が単
球・マクロファージ系列の細胞に発現してい
ることが明らかにされている。また、これら
２つの転写因子間に相補的な作用が存在す
ることが示唆されている。それぞれの単独欠
損マウスは、出生直後に死亡してしまうため、
現状では成体での解析を行うことができな
い。そこで相補的作用を証明するために、重
複へテロ欠損マウスを作製し、解析する。 
 
(4) microarray による MafB および c-Maf に
共通する単球・マクロファージ系列細胞にお
ける標的遺伝子の解析 
 MafB/c-Maf 重複ヘテロ欠損マウスでは、マ
クロファージおよび樹状細胞の異常増殖が
観察されるが、その分子機構は現在のところ
全く不明である。そこで、単独欠損マウスと
同様に、マウス全遺伝子に対する microarray
解析を行い、MafB および c-Maf に共通する標
的遺伝子を明らかにする。同定された遺伝子
についてノーザンブロット解析を行い、発現
量の変化を確定する。 
 
(5) MafB/c-Maf 重複完全欠損マウスの解析 
 以前の解析で、c-Maf/MafB 重複完全欠損マ
ウスを作製し、その表現型を解析した。その
結果、重複完全欠損マウスは胎生 12.5 日前
後で造血不全により重度の貧血を来たし、死
亡することが明らかとなった。胎生期の造血
は卵黄嚢で開始される一次造血と、胎児肝臓
を主要な場とする二次造血により形成され
るが、重複完全欠損マウスでは、一次及び二
次造血の両方が障害されていると考えられ
た。しかも大変興味深いことに、胎生期の主
要な造血である赤血球の造血が障害されて
いることが示唆された。我々の解析結果では、
大 Maf群転写因子は赤血球系列の細胞では発
現しておらず、これまでニワトリ由来の細胞
で解析されていたような、大 Maf 群転写因子
と Ets 転写因子群、GATA 転写因子群のバラン
スにより血球分化の方向が赤血球系とマク
ロファージ系に規定されているという仮説
は支持されないと考えられるが、どのように
して赤血球系造血が障害されるかのメカニ
ズムは不明である。現在最も可能性が高いと
考えられる仮説は、マクロファージは造血組
織において造血の微小環境（血島：Blood 
island）を形成しており、マクロファージの
分化異常により造血の微小環境が破綻し、造
血障害により単独欠損では見られない胎生
中期致死になるというものである。この仮説
を検証するために、死亡直前の胎児の組織解
析を行い、マクロファージマーカーや赤血球
マーカー、さらには挿入した GFP や LacZ を
用いて、マクロファージと赤血球の相互作用
の解析を行う。 
 
(6) MafB/c-Maf重複完全欠損マウスの胎児肝
臓における microarray 解析 
 MafB/c-Maf 重複完全欠損マウスでは、重篤
な造血障害を起こし胎生 12.5 日までに全て
の重複欠損マウスが死亡する。その原因を明
らかにするために、11.5 日の MafB/c-Maf 重
複完全欠損マウス、MafB/c-Maf 重複ヘテロ欠
損マウス、野生型マウスの肝臓より mRNA を
抽出し、microarray による解析を行う。重篤
な造血障害の原因となっている標的遺伝子
は、大 Maf転写因子の量が減少するに従って、
発現量が減少もしくは亢進していると考え
られるので、造血障害に関与していると考え
られる遺伝子を同定する。これまでの予備的
な実験により、重複欠損マウスのマクロファ
ージでは、一酸化窒素（NO）の産生が亢進し
ているというデータが得られているので、NO
の産生に関与する遺伝子群の発現が上昇し
ているかどうかを重点的に解析し、その分子
メカニズムを同定する。 
 
(7) 成体における大 Maf群転写因子の機能解
析 
MafB/c-Maf 重複完全欠損マウスは、胎生致死
である。そのため成体における大 Maf 群転写
因子の機能解析を行うことが現時点では不
可能である。そこで、T細胞の機能解析に
RAG1/2 欠損マウスが、単球・マクロファージ
系列の細胞の一つである破骨細胞の解析に
c-fos 欠損マウスが使用されているように、
単球・マクロファージ系列の細胞が著しく減
少している M-CSF(CSF-1)受容体欠損マウス
をレシーピエントとする単球・マクロファー
ジの再構築実験を行う。M-CSF 受容体欠損マ
ウスは単球・マクロファージ系列細胞の増殖
に必須な M-CSF 受容体を欠損するため、完全
欠失ではないもの、これらの細胞数が著しく
減少している。この M-CSF 受容体欠損マウス
に、MafB/c-Maf 重複欠損マウスの胎児肝臓細
胞を移入することにより、MafB/c-Maf を重複
欠損した単球・マクロファージ系列の細胞を
再構築し、その表現系を解析する。 
 
(8) レトロウイルス遺伝子導入によるレス
キュー実験 
 上記の実験により同定された、単球・マク
ロファージ系列細胞における大 Maf群転写因
子の標的遺伝子が、実際の表現型の責任遺伝
子であることを証明するために、その標的遺
伝子をレトロウイルスにより再導入し、表現
型が回復するかどうかを確認することで、直
接証明する。 
 
４．研究成果 
(1) 大 Maf群転写因子欠損マウスにおける血
球分化の解析 
 MafA、MafB および c-Maf 欠損マウスの血液
系の異常を、組織解析およびコロニーアッセ
イにより詳細に解析し、単球・マクロファー
ジ系列細胞における各因子の発現状態・表現
型を同定した。その結果、MafB 欠損マウス、
c-Maf 欠損マウスでは、F4/80 陽性のマクロ
ファージの数が減少することが明らかとな
った。同時にMac-1陽性細胞数を解析したが、
Mac-1 陽性細胞数については変化が見られず、
大 Maf 群転写因子の欠損は、マクロファージ
系列への分化決定には影響が無いことが明
らかとなった。MafA 欠損マウスについては、
明らかな血球分化・機能異常は 
 
(2) microarray による単球・マクロファージ
系列細胞における標的遺伝子の解析 
 マウス全遺伝子に対する microarray 解析
を行い、MafB および c-Maf の特異的な標的遺
伝子を明らかにした。また、同定された遺伝
子について Realtime-PCR 解析を行い、発現
量の変化を確定した。その結果、MafB 欠損マ
ウスでは、抗アポトーシス活性を有している
AIM 遺伝子の発現が顕著に減少していること
が明らかとなった。AIM は酸化ストレスや脂
質ストレスに対してマクロファージの細胞
死を抑制する遺伝子である。一方、免疫反応
に重要な補体成分である C1q の発現が、前述
した F4/80 の発現とともに、MafB および
c-Maf 欠損マウスで減少していることが明ら
かとなった。AIM、C1q、F4/80 が MafB および
c-Maf の直接の標的遺伝子であることを明ら
かにするために、それらの遺伝子のプロモー
ター解析を行った結果、プロモーター上流に、
様々な生物種間で大 Maf群転写因子の結合配
列が保存されており、その配列依存的に転写
が活性化されることが明らかとなった。 
 AIM は動脈硬化病巣での泡沫細胞のア
ポトーシスを抑制する因子として同定さ
れており、AIM 欠損マウスでは、動脈硬
化病巣の形成が、著明に抑制される。そ
こで、動脈硬化病巣形成における MafB の
機能を、培養細胞、動物個体を用いてさ
らに解析した。MafB 欠損マウスは出生直
後に死亡するため、MafB 欠損の胎児肝臓
細胞を移植した LDLR 欠損マウスに、高カ
ロリー食を与えて、動脈硬化病巣の発症
を解析した。その結果、MafB 欠損の胎児
肝臓の細胞を移植したマウスでは、野生
型の細胞を移植したマウスと比較して、
動脈硬化病巣の拡大が有為に抑制されて
いた。それらの病巣では AIM の発現が著
しく減少しており、マクロファージでの
アポトーシスが促進していた。以上の結
果から、MafB は動脈硬化病巣での泡沫細
胞の生存に必須の転写因子であることが
明らかとなった。 
 
(3) MafB+/-::c-Maf+/-重複ヘテロ欠損マウ
スの解析 
 129 と C57BL/6 マウスの遺伝的背景で重複
ヘテロマウスを作製した。重複へテロ欠損マ
ウスは生存可能で、しかも生殖も可能であっ
た。このマウスを解析したところ、単独ヘテ
ロ欠損マウスでは見られなかった表現型と
して、加齢とともに脾腫およびリンパ節腫張
が観察され、その原因はマクロファージ及び
樹状細胞の異常増殖であった。さらにこれら
のマウスでは、自己抗体の産生を伴う自己免
疫疾患を発症することが明らかとなった。そ
れぞれの遺伝子破壊時に挿入したマーカー
遺伝子である GFP と LacZ は、増殖している
マクロファージと樹状細胞に発現しており、
これらの細胞がこの自己免疫疾患発症の原
因であると考えられた。これらのマクロファ
ージでの遺伝子発現を解析したところ、C1q
の発現が減少していることが明らかとなっ
た。C1q はアポトーシス細胞の貪食に重要な
分子であり、C1q 欠損マウスでは 129 と
C57BL/6 マウスの遺伝的背景で、自己免疫疾
患を発症することが、以前報告されている。
これらの事実から、重複へテロマウスの自己
免疫疾患発症原因の一つに、C1q の発現減少
があるもと考えられた。 
 
(4) microarray による MafB および c-Maf に
共通する単球・マクロファージ系列細胞にお
ける標的遺伝子の解析 
 前述のように、重複へテロマウスでは C1q
の発現が減少していることが明らかとなっ
た。発現量を定量的 PCR で確認したところ、
野生型のほぼ半分まで減少していることが
確認された。 
 
(5) MafB/c-Maf 重複完全欠損マウスの解析 
  MafB/c-Maf 重複完全欠損マウスでは、重
篤な造血障害を起こし胎生 12.5 日までに全
ての重複欠損マウスが死亡する。その死因を
解析するために、胎児肝臓での造血の微小環
境（血島：Blood island）を解析した。胎児
肝臓での MafB および c-Maf の発現細胞を同
定するために、免疫染色を行ったところ、い
ずれもマクロファージ特異的に発現してい
ることが確認された。さらに試験管内での血
島の再構成実験を行ったところ、重複欠損マ
ウスではマクロファージの異常により血島
の形成異常があることが明らかとなった。血
島の形成異常は C57BL/6マウスの戻し交配し
た c-Maf単独欠損マウスにも観察されること
が明らかとなった。 
 
(6) MafB/c-Maf重複完全欠損マウスの胎児肝 
臓における microarray 解析 
 血島形成異常および死因を明らかにする
ために、11.5 日の MafB/c-Maf 重複完全欠損
マウス、MafB/c-Maf 重複ヘテロ欠損マウス、
野生型マウスの肝臓より mRNA を抽出し、
microarray による解析を行った。その結果、
アポトーシス細胞除去に係わるいくつかの
接着分子の発現が著しく低下していること、
IL-1、IL-6、TNF-α等の炎症性サイトカイン
遺伝子の発現が上昇していることが明らか
となった。これらの炎症性サイトカインの上
昇により、胎生中期に死亡することが予想さ
れた。 
 
(7) 成体における大 Maf群転写因子の機能解
析 
 成体での大 Maf群転写因子の解析を行うた
めに、骨髄移植マウスを作製し、解析した。
当初の予定では、単球・マクロファージ系列
の細胞が著しく減少している M-CSF(CSF-1)
受容体欠損マウスをレシーピエントとする
予定であったが、Ly5.1/5.2 のモニターシス
テムを用いることにより、ドナー側のマクロ
ファージで置換されていることが追跡可能
となったので、Ly5.1/5.2 のマウスを用いて
骨髄移植を行った。その結果、c-Maf 欠損マ
ウスの胎児肝臓の造血細胞を移植したマウ
スでは、胎生期と同様に F4/80 陽性マクロフ
ァージが減少していた。しかし、正常の状態
では、胎生期に認められる貧血は確認されな
かった。 
 
(8) レトロウイルス遺伝子導入によるレス
キュー実験 
 レトロウイルスにより遺伝子導入系を確
立するために、レトロウイルスベクターに
c-Maf cDNA を挿入し、レトロウイルスを作製
した。コントロール実験として、正常の骨髄
細胞に c-Maf を導入し、遺伝子の発現が維持
されるか、造血に異常を起こさないかを確認
した。現在経時変化を追跡中であるが、これ
までのところ遺伝子発現が観察され、明らか
な異常は認められないため、遺伝子導入系が
確立できたと考えられる。 
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